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La pr&sente mvetmon concerne un procédé microbiologique pour la

' prépa.ranon de la sérum albumine bumaine (SAH) par culture d'une levure, parti-

cuhércmcm du genre Klnmmms, modifi€e par I'utilisation des techniques de
I’ADN recombinant. -

LaSAH estune protéine de 585 acidesaminés, d’'un poxds moléculaire -

“de 66.000 daltons, se présemam sous forme monomeére globulzire et non glycosyléc
. Sastmctme g]obulmrg estmaintenue par 17 ponts disulfures qui créentune série sé-
- quenticlle de 9 boucles doubles %, Les génes codant pour la SAH sont connus pour
- dtre hamemem polymorphes et plus de 30 variants génétiques apparemment

différentsont été repérés par analyse électrophorétique dans des conditionsvariées?.
Le géne dela SAH est coupé en 15 exons par 14 séquences introniques et comprend
16961 mcléotides du site de “capping” supposé jusqu’au premier site d"addition de

.'po!y'(A)'-_

L albumine lmmame est synthétisée dans les hépatocytes dufoie pms

' sécrétée dans le flux sanguin. Cest la protéine laplus abondante du sang avec une
concemnnon d’environ 40 g/htre de sérum ; il y a donc environ 160 g d’albumme

_ mmlamcdansle corpshumamétm:tmomem. LerleleplusxmponamdelaSAH

est dc mamtcmr une osmolarité normale du flux sanguin. Elle présente également
une capacité exccpuonnelle de liaison pour diverses substances et joue un réle aussi
bien dans le transport endogne de molécules hydrophobes (tels que les stéroideset -

- luselsbﬂmm) que dans celui de différentes substances ;héfapeutiques qui peuvent
. amem tfansportées aleurs sites d'action respectifs. De plus, la SAH a été récem-
mcm impliquée dans le catabolisme du prostaglandines.

La symhése de SnH dansles hépathocytes conduit d’abord 2 un pré-

curscur, la prépro-SAH. qui contient nne séquence signal de 18 acides aminés

dirigeant le polypepnde naissant dans la voie de la sécrétion. Cette séquence signal
estcoupée,yrpbablemcm par un processus co-ﬁ’anslationnel, avant quelaprotéine

‘ne soit relarguée du réticalum endoplasmique. Ce premier dlivage protéolytique
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2
donne le précurseur pro-SAH qui contient encore 2 son extrémité N-terminale, un

hexapeptide (Arg-Gly-Val-Phe-Arg-Arg) qui st pas normalement présent dans la
forme mature de la SAH circulante. B

Une convertase, probablement située dans le corps de Golgi, enléve
le propeptide au cours d’une deuxiéme étape de protéolyse en coupant le peptide lié
& la partie N-terminale de I'acide aspartique de la SAH * 4. Toutefois, la pro-
albumine humaine immature peutreprésenterlamoitié de celle du flux sanguin chez
de rares individus hétérozygotes qui portent une mutation héréditaire dans la . )
séquence du pfopeptide, voire méme de toute l'albumiﬁe chez certains homozygo-
tes extrémement rares®. 1 'un de ces variants est désigné sous lenom de proalbumine
Christchurch et commence avec la séquence Arg-Gly—Val-Phe-Arg—Gln—Asp— dans
lequella substitution Arg? ~> Gln empéche la coupure du propéptide ainsi muté®,
D’autres variants appelés proalbumine Lille” et Takefu ®ont r&specﬁveméni lessé-
quences N-terminales suivantes : Arg-Gly-Val-Phe-Arg-His-Asp et Arg-Gly-Yal-
Phe-Arg-Pro-Asp. Dans chacun des cas, la mutation observée concerne la pairedes -
acides aminés basiques Arg-Arg qui précéde immédiatement Palbumine humaine
mature et provient du changement d’une seule base dans le codon arginine %,

La coupure aprés une paire d’acides aminés basiques est un i)oint
essentiel dans la maturation d’autres protéines, y compris d’hormones peptidiques,
de neuropeptides et des protéines du plasma autres que la SAH . Récemment, il
a été décritque la.convertase qui coupe la proalbumine en albumine dans le foie est
probablement tras proche de la protéase yscF de la levure 4. Cette thiol protéase,
calcium dépendante, est codée par le gene KEX2 de S. cerévisiae et est probable-
mentliéedla incmbrane de ’appareil de Golgi. Elle est connue pour étre impliquée
dans la maturation de la phéromone appelé facteur alpha et dans celle de la toxine
"killer”, puisque les mutants kex2 de S, cerevisiae sontincapables de couperles pro-
protéines respectives au niveau du couple d’acides aminés basiques Lys-Arg . De

pluS, on peut démontrer que I'enzyme de levure codée par le géne KEX2 reconnait
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. .correctement et coupe la proséquence normale (Arg-Arg) de I'albumine in vitro,
© mais ne coupe pas la Mcnw mutée (Arg-Gin) de la proalbumine Chl"ist-

A dmrch‘ Une convertase analogue 3laprotéaseyscF a été récemmentdécrite conﬁne
! deéep_arlegéneKEdeeLLagis“.Auvudeccréaﬂtat,lacapacitédeceslemes

p_dur maturer ¢orrectement Palbumine humaine recombinante et la sécréter, a été

T testée.

]

: 15

L’albumme xepréscnte 40 % du marché mondial des protéines
plasmatxques. Son intér&t commercial réside dans le fait que ce produit est large-

ment utilxsé, par exemple, dans des solutés dits de rcmphssage pour compenser les
- pem de sang an cours d’acte chirurgical, d’accident ou d’hémorragle, ctadesdoses

pouvam atteindre plusu:urs dizaines de grammes par jour et par individu.

Jusqu’ﬂ présent, 1aSAH est généralement produite par les techniques

4 ‘ ' clnssancsdefractxonnemcmdnplasmaprovcmmtdedonsdesangn la consomma-
' nonmondmlc anrmellc de plasma étant voisine de9.5 x 106 litres . Elle peut aussi

et:rc extrmte du plaecnta bumain selon la technique décrite par J. Liautand etal.
Le développement du géme génétique et des nouvelles techniques

K d'emactlon etde purificationa ouvertla possibilité d’obtenir des produits améliorés

deplus hiht_e pureté, de meilleure stabilité, sans contamination virale (par exemple

L bépatite B et SIDA) et & unprix de revient phus faible. Toutefois, ancun procé dé assez

‘20

25

peiforqgntba.f»é sur le génie génétique n’est aujourd’hui connu permettant d’obtenir
la SAH a Iféchcllc industrielle dans des conditions économiquement rentables.

" Ceciest essentiellement dfi 2 'absence d"un couple hote /vecteur per-
formant qm permette la prbduction importante d'une albumine sécrétée, correcte-

‘ ment matnrée, poasédant une stmcmre tertmrc conforme et ayant les propriétés
.physwo-chlmlqu&s dc Palbumine lmma.me nanve

Méme si l’utilsanon de cultures de cellules de mammiféres peut ap-

i paraltre eomme le choix idéal pour Pexpression des protéines humaines, le prixde

rc\nem d'un tel prockdé ‘serait bien supéﬁéur au prix de vente de I'albumine
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4
pbarmaceutique'®. Comme ce produit est en général prescrit par dizaines de

grammes et 2 un codt trés bas; la production biotechnologique de la SAH n’apparait
réalisable qu’avec des systtmes de fermentation microbienne. |

Jusqu’a une époque récente, la grande majorité des expériences de
génie génétique ontutilisé E, coli comme organisme héte pourlaproduction par voie
microbienne de protéines hétérologues économiquement importantes. Méme si ce
typede prdcédé est apparu satisfaisant pour un bon nombre de protéines hétérolo-
gues, tous les efforts pour produire la SAH dans des conditions économiquement

acceptables. en utilisant cet organisme n’ont été que pértiellement couronnés de

_succds.

_ L'un des problémes majeurs associé a Putilisation de E. coli réside
dans le fait que cette bactérie est, dans la majorité des cas, incapable d’excréter les
proiéin&s hétérologues dans le milieu de culture et que celles-ci s’accumulent dans
le cytoplasme, le périplasme et les membranes. La protéine recherchée doit donc
&tre séparée des constituants cellulaires, ce qui conduit 2 des procédés complexes
et cotiteux. De plus, E, coli produit des endotoxines et des pyrogenes qui peuvent
contaminer les protéines produites. Pour cette raison, la plus granhe attention doit
&tre portée pendant 1a purification du taux résiduel d’endotoxines dans le produit
final, spécialement §’il est utilisé comme médicament.

Les protéines sécrétées par leur hote naturel perdent souvent la pro-
priété de se replier correctement si elles sont syﬁthétisées et accumulées dans le
cytoplasme. En général, la sécrétion est requise pour permettre la formation des
pontsdisulfures comme ceux présents dansla SAH. Lefait que laSAH produite dans
E. coli ne soit pas sécrétée conduit ainsi A sa précipitation intracellulaire sons forme
insoluble’. En conséi;nence, aprés extraction 2 partir des cellules bactériennes,
celle-ci doit étre dénaturée puis renaturée in vitro.

De plus, E. coli ne posséde pas la machinerie cellulaire permettant de

réaliser les modifications post-transcriptionnelles et post-traductionnelles spécfﬁ;
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ques des organismes euéryows, y compris 'homme. En ce qui concerne la SAH, il
scmble difficle d"exprimer & un taux satisfaisant dans E. solile précurseur naturel
de SAH, c’cst-a-dxrc la prépro-SAH D’autre part, des proalbumines artificielles

- dans lesquelles le gene de structure de la SAH a été fusionné a des signaux de

sécrénon dénv&s dcs génu bactériens pac ou ompA sont en général maturés de
fagon mcom;ﬂéte 1 L’expressxon de 1a SAH sans la préséquence, c’est-2-dire sous

' forme Met-SAH, montre que le résidu méthionine N-terminal n’est pas excisé par

la méﬂnomnz axmnopepndase deE, coli (MAP) 15% En eonséquence, laSAHde E,

. gmpc peut pas ¢tre obtemie sous forme mature in vivo etdoit 8tre modifiée in vitro,
M 10 .

paf eoupm‘e trypsique, aﬁn Pexciser une séquence leader dérivée d'un phage et ce

aprs dénatm'anon et renann'anon invitro ¥,

Encequi concerne les autrés hotesbactériens, des travaux concernant

I sécrétion de SAH dans Bagillus subtilis ont été récemment publiés™®, Bien que

. cenc étude indique quun organisme procaryote tel que B. subtilis poss2de le

15

potexmcl pour sécréter des protéines lmmama dehaut poidsmoléculaire comme la

~SAH, ellc montre aussi que I'excrétion dans le milieude culture ne peut étre obtenue

| . qu'en utilisant des protopla.stcs de B. snmihg, c’m—i-dxre des cellules dontla parm

A ' cenulmre normalc a été digérée par traitement enzymanque. De plus, le pouroen-
1 “tagede la SAH modifée est mversemcnt proportionnel au tauxde protéme produite:

. 20 ddesniveanx d'expression élevés, 1a plus grande partie de SAH recombinante reste

: ~ sous fofmé nnmamrc" En outre, aucune donnée concernant les propriétés physico-

' dnquua de la SAH rcoombmamc de B. subtilis n’a été mentionnée. D’autre part,

25

. le pivezu d’excrénon de SAH obtenn par ce microorganisme est trés faible au vue

" des quantxt& de SAH détectées par utilisation de méthodes immunologiques dans
414: snrnageants de culture®. '

" L'utilisationde systém&s microbiens eucaryotestels que Jeslevures ou

les i:hamptgnons représente une alternative intéressante d'utilisation d’hétes bacté-

. riens pour la préparation de protéines hétérologues. En effet, ces organismes pos-
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sédent toutes les caractéristiques de structure et d’organisation cellulaire des

organismes eucaryotes plus complexes, telles que les cellules de mammifere. En
particulier, les levures sont capables de réaliser les modifications post-transcription-
nelles et post-transductionnelles importantes pour l'activité de nombfeuses protéi-
nes.Enoutre, leslevures sontbien conmues 2 Péchelle industrielle : elles peuventétre
cultivées 2 haute densité cellulaire, elles ne sont pas pathogénes, ne produisent pas
d’endotoxines et sont utilisées dans Iindustrie alimentaire depuis trés longtemps.
Enfin, contrairement aux cellules de mammiféres, les manipulations génétiques sur

les levures sont faciles 2 réaliser et les données de la génétique clasmque et

, moléculan'e sont nombreuses.

Le terme levure est fréquemment employé pour Saccharomyces
mr_exi;ia_‘q.ou levure duboulanger, qui constitue I'une des esp2ces les plus communes

et les mieux connues. Il est entendu dans ce qui suit que Ie terme levore s apphque
3 d’autres genres et o' cst pas restreint A 'espéce _S. g_:r_msmg

La sécréuog dela SAH dirigée par son propre peptide signal sous le

contr61e>du promoteur de la chélatine a pu &tre mise en évidence dans S. cerevisiae -
2 des taux maximaux d’environ 1 % des protéines totales *, Toutefois, le Mdd
reconnu par les anticorps anti-SAH décrit dans cette étude r&sté associé 2 la cellule
et n’est pas exporté dans le surnageant de culture. De plus, aucune caractérisation
détaillée de la protéine recombinante n'est rapportée.

La production de 12 SAH dans la levure de brasserie en utilisant un
procédé post-fermentaire lors de la fabrication de la biére a également &té
mentionnée 2, De nouveau aucune donnée quantitative ou qualitative concernant
le produit obtenu n’a ét€ décrite. De plus, ce procédé conduit A 'expression de Met-
SAH, Cest-3-dire d"un alléle de la SAH démarrant par P'acide aminé méthionine
juste en amont de la séquence de P’albumine mature. L’absence d’ une séquence

signal empéche la sécrétion et la maturation de la SAH recombinante et provoque

" Paccumulation d’une albumine intracellulaire dont lastructure tertiaire n’a pas été

_ caractérisée. De plus, I'absence de méthionine N-terminale dansle produit final n’a
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La préscntc invention décrit obtention de souches de levures modi-

fées par §¢me génétique pouvant étre cultivées en masse et capable de produire et

_ d’cxcrétqr efficacement daus le milieu de culture la SAH dans sa conformation

Un systeme d’expression préféré implique des levures du genrc Kluy-
ygmmwmme hote et utilise des vecteurs dérivés du plasmide naturel pKDl de
'K manxiams var. dmhﬂnmm-

- Les lcvurcs du genre m:qms_et en particulier K, marxianus
(mcluant les variétés lggm et mamamu qui, dans ce qui suu, vont ¢tre appelées K.’
lactis etx .ﬁ:ggﬂxs) sont des orgamsmes mportams et d’un intérét commercial con-

: s:dérab}c dans P'industrie bxotcchnologlquc K lactiset K.fmgihs sont utilisées, par

cxcmple,pcurlaproducnon commercxaledcl’cnzyme lactase (P -galactosidase). Ces

o lcvum sont mpablcs de croitre sur lactoserum, un sous-produit majeur de Pindus-

‘15 |

tric Jaitidre. Plusienrs sguch&s de Kluyveromyces sont utilisées pour la production

N grande échelle de *protéines d’origines unicellulaire™ (P.O.U.) qui jouent un rdle

_ impomm dansalimentation du bétail. Enfin, les organismes du genrc Kluyveromy-

- 20

25

- ges sont mennonnés surlaliste GR.AS. (Generally Recognized As Safe), ce qui re-
: pr&cme un facteur important en vue de la producuon de produits de qualité

phaxmaceuuqne
Contrairement aux progrés importants réahsés dans le domaine de

1a génétique moléculaire de S. cerevisiae, les techniques de manipulation génénque .

n’ont été développées que récemment chez Kluyveromyces. Trois types de vecteurs
de clonage ont été décrits chez cet organisme :

i) des vecteurs intégratifs contenant des séquences homologues de
régxons du génome de Kluyveromyces et qui, apras introduction dans les cellules,

s s’mtégremdanslcschromosomesdeKhmmmympanccombmmsonmmn.L’m-

tégration, bien qu'étant un évinement trés rare pécessitant la présence d’un

- marqueur de sélection efficace, estobtenue lorsque cesvecteurs ne contiennent pas
de séquence permettant une réplication autonome dans la cellule. L’avantage de ce
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8
syst¢me est la stabilité des souches transformées, c’est-3-dire le fait qu’elles puissent

étre cultivées dans un support nutritif normal sans le besoin d’une pression de
sélection pour le maintien des séquences intégrées. L’inc;)nvénient est toutefois que
les génes intégrés sont seulement présents 2 une ou, au mieux, 2 un petit nombre de
copies par cellule. Le faible dosage des génes résulte souvent enun faible niveau de
production d’une protéine hétérologue.
| i) des vecteurs réplicatifs contenant des séqugnc&s de réplication au-

tonome (ARS) dérivéesde I’ ADN génomique de Kluyveromyces sp. 22424 (KARS). -
De tels vecteurs ne semblent pas trés intéressants puisque leur ségrégation lors de
la mitose est trés peu hom;)géne, ce qui résulte en leur perte 3 un taux élevé, méme
lorsque celles-ci sont cultivées sous pression de sélection. -

- iif) des vecteurs réplicatifs contenant des ARS dérivés de plasmides
naturels de levure, soit du plasmide linéaire " killer * pGKI-1 isolé de K. lactis 25%,
soit du plasmide circulaire pKD1 isolé de K. drosophilarum 7. Les vecteurs conte-

nant des séquences ARS dérivées du plasmide linéaire " killer * n’ont pas d’utilité -

pratique en vue de la production en masse de protéines hétérologues puisqu’ un . '
milieu nutritif particulier est nécessaire 2 leur maintien et puisqu’ils sont perdues
aun taux de 40-99 % dans une population donnée aprés seulement 15 générations,
méme sous presSion desélection*, Le systéme vecteur le plus efficace pourla trans-
formation du genre _Kluyveromyces décrit jusqu’alors est dérivé du plasmide
endogéne pKD1: des constructions contenantla séquence entiere de pKD1 peuvent
étre transformées 2 haute fréquence, sont présentes dans la cellule 2 70-100 copies,
et, ce qui est le plus important, ont une stabilité assez élevée en conditions non
sélectives. Néanmoins, I'efficacité desvecteurs décrits dansla demande EP 0241435
demeure limitée  des applications de recherche dans la mesure ol des fermenta-
tions a I'échelle industrielle requiérent une stabilité du plasl;u'de pendant au moins
40 générations. Méme le vecteur le plus performant (P3) décrit dans la demande EP
0241 435 est perdu par environ 70 % des cellules d’une population donnée aprés
seulement six générations en milieu non sélectif 7. Bien qu'il soit techniquement

possible de maintenir une pression de sélection 2 grande &chelle, I'utilisation d’un
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" milieu- sélectif résnite souvent en une densité cellulaire fortement diminyée, et

' néw&me le tecours 3 des souches bien définies ce qui rend cette approche moins

' atu-ayantc et plus onéreuse, De plus, la demande EP 0241435 ne contient pas un

10

15

-~ senl excmple d’expression de protéme hétéro]ogue d’intérét commercial. En fait, le
' seul géne 'hétérologuc *dont l’expressxon estdémontrée a partir de vecteurs dérivés
- de pKDl estle géne LIRA& de 1a levure S, cerevisiac. I reste donc & prouver que

mtroducuon dans pKDl d'un géne non issu d’'une levure, par exemple un géne
d'ongme mammx&re, et sa surexpression dans Kluyveromyces n’entrainent pas une

instabihté accrue du plasmide.

Unobjetde la préscme invention est P'obtention de nouveaux vecteurs d'ex-

pt&swn capabl&s de transfonncr des levures du genre Kluyveromyces et possédant
des caracténanua de stabihté nettement supérieures 3 celles mentionnées dans la

»dcmandc EP 0241435 . I sera démontré que les nouvelles constructions sorit

mamtermw Ahant nombre de copies dans 85-90 % des cellules apra 50générations
de croxsanee en milieu non sélectif. 11 est ainsi possible de produxre des protéines
hégérplogua 2 partir de vecteurs multicopies stables- en utihsam des souches

o ' .inm:Shieﬂo&s du genre Kluyveromyces. qui ont été util'uées pendant de nombreuses

_ames en raison de leurs propnétés opnmala de croxssance et & des densités

o ce]]u]mm éElevées.

2

La stabilité €levée des vecteurs décrits dans la présente invention a été

: obtennc en aplonant pleinement les cara.cténanuw du plasmide pKDJ1. Les

vectcurs dénv& de pKDl different de tous lcs autres vecteurs connus de Kluyvero-

»mcn ce qu’ils sont caractérisés Par un systéme spécmlxsé de réplication respon-

o sable dc leur maintien stable 2 haut nombre de copies. En plus d’une origine de

e

répiiaxiqn ‘(ARS), ce systéme comprend deux séquences .répété&s-inversées, cha-

. ame de 346 mdéotides de long, et trois phases ouvertes de lecture (génes A, B et

Q) qui font parue intégi'antc du plasmide ®. Par analogie avecle systéme plus étudié
du piasmidc 9.\ deS. g;mzisin qui est structurellement proche, les protéines codées

' pardcux de ces gém (B et C ) sont vraisemblablement impliquées dans lapamuon
‘du plmdc lorsdela mitose et pourraient jouer un rdle dansla régulation négatrve
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du géne A codant pour une recombinase 2 site spécifique (FLP) 2. 11 a été montré
que la recombinaison FLP-dépendante entre les séquences répétées inversées de
FADN de 2 p fait passer le plasmide d’'un mode de réplication régulier (un
doublement des plasmides 2 p par division cellulaire) 2 un mode de féplication du
type " rolling circle” (ampliﬁ&ation du nombre ‘de copies 2 environ 50 copies par
cellule) 2. Cette altération du mode normal de réplication est induite aussitdt que
le nombre de copies du plasmid-e devient trop bas pour permettre la production de
quantités suffisantes des produits des g¢nes B et C qui agissent comme répresseurs

du géne A codant pour la recombinase FLP. Par ce mécanisme, le nombre de copies

du 2 p (et trés probablement de plasmides structurellement semblables tels que

pKD1) est maintenu 2 des niveaux élevés de fagon autorégulée et est indépendant
de la présence d’un marqueur de s;&lection.

Les vecteurs précédemment publiés dans la demande EP 0 241 435
soit contiennent seulement une partie de pKD1 (A15) soitungéne A interrompu (P1
et P3 pourlesquelsle site de clonage Pstl est situé dans laséquence codante du géne
A7), détruisant ainsi le syst¢me de réplication autorégulé qui est une des caracté-
ristiques du plasmide résidant pKD1. Au contraire, les constructiens plasmidiques
dérivées de pKD1 décrites dans la présente invention respectent l'intégralité
fonctionnelle de toutes les phases ouvertes importantes de pKD1. En conséquence,
la stabilité des plasmides décrits ci-aprés est considérablement renforcée par
rapport aux plasmides P1 et P3 et le nombre de copies des nouveaux vecteurs est '
maintenu 2 un niveau élevé dans toute la population cellulaire.

Dans la présente invention, le terme SAH sera utilisé pour désigner
toute albumine du sérum d’origine humaine ou pour toute protéine isolée 2 partir -
de cellules de levure et présentant la méme séquence d’acides aminés, 1a méme
structure tertiaire et les mémes propriétés physico-chimiques que la SAH naturelle
d'origine humaine.

La présente invention concerne la création par génie génétique de
nouveaux vecteurs permettant la production de SAH sous une forme facilement

purifiable en utilisant des cellules de levure comme héte eucaryote microbien. Le
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- proctdé de-producﬁon est caractérisé par une excrétion efficace de SAH mature,
. native dans le miliew de culture des dites levures, ce qui facilite considérablement
la puriﬁcétibxi de 1a protéine recombinante. La production de SAH est obtenue en

. cnluvam des levures transformées par un plasmide recombinant comprenant une

rég;on de déma.rmge de htmnscnpuon et de la traduction fonctionnant efficace-
‘ment dnns l'bote etune phase ouvcrte de lecture codant pourla SAH précédée d'un

‘peptide signal dirigeant Ia protéine recombinante dans la voie de sécrétion desdites

Selon la présente invention, les noﬁvel]s constructions incluent des -

cassétig.fapression contenant le géne structural de la SAH. Les constructions sont
_ lﬁabimellé;_m:nt préparées de fagon séquentielle en employant les vecteurs appro-
, pn&. jusqu'a ce que les éléments indispensables 2 Pexpression, 1a sécrétion, ou au

' . maintien du plasmide soieqt combinés pour former un vecteur qui peut alors étre

15

"
' -.- .- : - -

- 30

mtrodun dansle (oules) hdte(s) purifié (s) de fagon 2 exprimer etexcréterlaprotéine
d&rée. Lu hOtes employ&s sont d'ongme xmcrobnologlque eucaryote, en particulier

; da levmm, plus pammhéremem des genres Saccharomyces ou Kluyveromyces et

de préfércnee de l’espéee m]m;mms marxianus incluant toutes ses variétés, en

. pamcuher K. marxianus var. lactis. Ainsi, selon la présente invention, les construc-
tions qm sont préparées et décrites ont valeur d’aemples dans les organismes

cucaxyots d’ongmc mxcrobnologlque, mais sont destinées de préférence A

Les hotes particuliers 2 empl&ycr seront pré&férenticllement des
souches mdustncllcs stables, attcngnam des hautes densités cellulaires dans les

.mihcux appropn& et caractérisées par un niveau &levé de production.

La séquence codante pour la SAH peut étre obtemue de diverses

Afa'qon's.lla plus simple consistant 3 isoler des ARN messagers de foie humain et 2

synthétiser leurs copies; sous forme " ADN complémentaire (ADNc). Les séqucnccs

_ '-donéd peuvem ensuite étre modifiées par différentes méthodes telles que la

motagendse in vitro, I'élongation d’amorces, 1a restriction, insertion d’adaptateurs

oula hp.tm‘e avec des oligomucléotides de raccord. La séquence codante peut étre
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adaptée, par exemple, & Pusage des codons chezla levure pour optimiser efficacité
de la synthse protéique (traduction). ‘ _ .

Alextrémité N-terminale dela séquence protéique, unpeptide signal
peut &tre introduit de fagon 2 dirigef la protéine en cours de synthése dans la voie
de sécrétion de la celluleﬁbte. Cette séquence-signal peut correspondre 2 I'exten-
sion N-terminale naturelle de albumine ou peut étre obtenue 2 partir de génes de
levure tels que ceux codant pour la phéromone alpha ou la toxine " killexl "

. De plus, une proséquence, codant pour une autre extension peptidi-
que, peut étre intercalée entre la séquence-signal de sécrétion et la séque:nce
codante de I'albumine mature. Cette séquence est normalementjointe 2 la séquence
codante par l'intermédiaire d'un site de coupure d’une protéase spécifique impli-
quant en général au moins deux acides aminés de type basique , de préférence Lys-
Arg ou Arg-Arg. - A

La cassette d’expression comprendra une régioh dé démarrage dela
transcription et de la traduction jointe & Pextrémité 5’ terminale (ie la séquence
codante, de facon 2 dirigel: et & réguler la transcription et la traduction dela dite
séquence.Le choixde cesrégions promoﬁ'icespeutvarier' enfonctionde l’hbteﬁﬁlisé
en particulier. Généralement, ces séquencé sont choisies parmi les promoteurs
dérivés des génes de levure. D’un intérét particulier sont certaines régions issues de
génes glycolytiques de levure du type Saccharomyces ou Kluyveromyces, telles que
les génes codant pour la phosphoglycérate kinase (PGK), la glycéraldehyde-3-phos-
phatedeshydrogénase, lalactase, I'énolase, I'alcool deshydrogénase, etc. Cesrégions
de contréle peuvent étre modifiées, par exemple par mutagénése in vitro, par I'in-
troduction d’é1éments additionnels de contrdle ou de séquences synthétiques ou par
des délétions. Par exemnple, des éléments de régulation de la transcription, telles que
lesrégions dites UAS ("upstream activating sequences”) provenant d’un autre pro-
moteur comme celui du géne GAL10de S, cerevisiae ou LAC4 de K. lactis peuvent
etre utilisés pour construire des promoteurs hybrides qui permettent de dissocier la
phase de croissance d’une culture de levures de la phase d’expression d’un géne hé-

térologhe enfonction delasource carbonique choisi. Une région permettantune ter-
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.ininai;on de la traduction et de )a transcription fonctionnelle dans 'hdte envisagé

séra positionnée en 3’ de la séquence codante.

La cassétte d’expression ainsi construite sera fusionnée 2 un ou plu-

. ;iéms harqueum permettant de sélectionner I'hote transformé. Les marqueurs

préférésdanslalevure sontdes marqueurs dominants, ¢'est-2-dire conférant une ré-
sistance a des. ann'biétiqu&s comme 1a généticine (G418) ou tout autre composé

tnnquc tels que des ions cmvre,dans 12 mésure od ceux-ci peuvent &tre utilisés sans

. spécificité d'hote particulidre. Ces génes de résistance seront placés sous le contréle

.-: 10

de signanx appropnés de transcription et dc traduction dans I'hOte considéré.
L’ensemble constitué par la cassette d’expressxon et par le marqueur

de sélccﬁbn peut étre utilisé soit pour transformer I'h6te directement, soit peut &tre

h  inséré mr un plasmide vecteur. Daus le cas dune transformation directe, des

séquences homoiogues» 2 des régions présentes sur un chromosome ou Sur un

o plasmide résidant sont fusionnéesa cetensemble. Les dites séquencesserontsituées

s

de chaque cOté de la cassette &’ expression de facon A induire une insertion au site
homologue par recombinaison m Yivo. Si Ia cassette d’expression est insérée sur un

B plasrmdc vecteur, elle devra &tre combinée 2 un systéme de réphcauon fonctionnel

' dans 'hdte eonsxdéré. Un systéme de réplication préféré pour Kluyveromyces est

20

25

dérivé dn plamdc pKD1, initialement isolé dej{. drosophilarum 2. Un systdme -

_ préféxé dc réplication pour Saccharomyces est dérivé du plasmide delevure2 . Le

plasmide d’expression peut contenir tout ou partie desdits systémes de réplication

 oupent combiner des &léments dérivés de pKD1 anssibien que du plasmide 2. Les

_ constructions préférées sont celles qui éontiennent 1a séquence enti¢re du plasmide

pKD1 loqune l’upr&ssion dans Kluyveromyces est recherchée. Plus particuliere-
ment. les’ constructions préférées sont celles o le site d’insertion des séquences

étmngem dans pKD1 estlocalis€ dans une région de 197 pbsituée entre le site Sacl

. (position 4714 de 1a forme B de pKD1 ) et MstlI (position 154 de 1a forme B de

~ pKD1™) 0u 2 Fun de ces deux sites.

.30

Pour plus de commodité, le plasmide peut étre un vecteur navette :
comme tel, il peut &tre transféré 2 un hdte bactérien tel que E. coli, ou il peut étre
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maﬁipulé plus facilement que dans la levure 2 chaque étape de construction. Dans
ce cas, une origine de réplication et un marqueur de sélection fonctionnant dans
I'héte bactérien sont requises. Il est également possible de positionner des sites de
restriction qui sont uniques sur le vecteur d’expression de fagon qu'ils entourent les
séquences bactériennes, Ceci permet de supprimer origine de réplication bacté-
rienne par coupure et religaﬁnc du vecteur avant transformation des cellules de
levure , ce qui peut résulter en une augmentation du nombre' de copies etenune
stabilité accrue du plasmide. Des sites pratiques tels que §-GGCCNNNNNGGCC-
3’ (Sfil) ou 5-GCGGCCGC-3' (Notl) peuvent par exemple étre utilisés dans la

-mesure ol ils sont extrémement rares chez la levure et géneralement absents sur un

plasmide d’expression. Ces sites peuvent &tre introduits sur le vecteur par mutagé-
nése diriéée par oligonucléotide ou par I'addition d’oligonucléétides de raccord
spécifiques. .

‘ Une fois terminée la construction du vecteur d’expression, celui-ci
sera introduit dans I'hte désiré. Divers protocolesde transformati;)n ont été décrits - -
dans le cas des. levures ). Les transformants peuvent alors étre mis en culture dans
un milieu appropﬁé en vue de la production du produit recherché.

Si le produit recherché est la SAH excrétée, il peut étre purifié de
diverses mani¢res a partir du surnageant de culture. Il peut étre cryoprécipité, extrait
par chromatographie d’affinité, par électrophorése ou par d’autres techniques con-
ventionnelles. La récupération de la protéine sécrétée peut étre faite  partir d'une
culture en " batch " ou en continu.

Les exemples suivants , donnés 2 titre non limitatif, montrent com-

ment I'invention peut étre mise en pratique.
EXEMPLES

Techniques générales de clonage

Les méthodes classiques de biologie moléculaire telles que la centrifugation
d’ADN plasmidique en gradient de chlorure de césium - bromure d’éthidium, la



10

2635115
. 15
diguﬁonpar lesenzymesde restriction, I'électrophorése sur gel, Pélectroélutiondes
fragmems d’ADN 2 partir de gels d’agarose, la transformatxon dansE. coli, etc, sont
décrites dans la littérature &,

Les enzymesde restriction ont été fournies par New England Biolabs

. (onlabs), Bethesda Research Laboratories (BRL).ou Amersham.

Pour les ligatures, les fragments ' ADN sont séparés selon leur taille

‘ sur dés gel§ d’agarose 0,7-% ou acrylamdc 8 %, purifiés par électroélution, extraits

au phénol, précipités & P'éthanol puis incubés dans un tampon Tris-HCI 50 mM,
Mg(l, 10 mM, dithiothreito! 10mM, ATP 2mM, pH 7,4, en présence d’ADN ligase

du phage T4 (Biolabs).

Si nécessaire, les ffagmems d’ADN ayant des extrémités 5’ proémi-

. nentes sont déphosphorylés par ua traitement 2 la phosphatase alcaline d'intestin

15

20

.25

 deveau (CIP, Pharmacia) 2 37°Cpendang 30 minutes dans le tampon suivant: glycine

100niM,_‘MgCl2 1mM, ZnCl, 1 mM, pH 10,5. La méme technique est utilisée pour
1a déphosphorylation des extrémités 3’ proéminentes ou franches, mais le traitement
est de 15 minutes 2 37°C puis de 15 minutes 3 S6°C. L'enzyme est inactivée par

chauffage du mélange réactionnel 2 68°C pendant 15 minutes en présence de SDS

1% et de NaCl 100 mM smv1 d'une extraction au phénol-chloroforme et d’une

 précipitation 2 Péthanol.

Le remplissagé des extrémités §' pfoé'mincmes est effectué par le
fragment de Klenow de PADN polymérase 1 ¢'E. coli (Biolabs). La réaction est

effectuée A température ambiante pendant 30 minutes dans un tampon Tris-HC150
 mM, dNTPs 0,4 mM, MgSO, 10 mM, ditkiowéitol 0,1 mM, BSA (Bovine Serum

Albumme) 50 ug/ml, pH 7.2. Le remplissage des extrémités 3' proéminentes est
effectué en préscncc dc I'ADN polymérase du phage T4 (Biolabs) selon les recom-

' mandan_qns du fabricant. La digestion des extrémités proéminentes est effectu¢ée

par u-ai@;m limité & la pucléase S1 (BRL) selon les recommandations du

- La nmtagén& dirigée in vitro par ohgodésoxynucléonds est effec-

_'tnée se!on 1a méthode développée par Ed:stem et coll.* en utilisant le kit distribué
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par Amer'sham.

Les ADNEs ligaturés sont utilisés pour transformer la souche rendue
compétente : E. coli MC1060 ( [lacIPOZYA], X74, galU, galK, strA") ou TG1
( [lacpro A,B], supE, thi, hsdDS/ FitraD36, proA*B*, lacl? ,lacZ M15).L’ADN
plasmidique est purifi€ & partir' des transformants résistants 3 'ampicilline ou 2 la
tétracycline selon les cas. L'extraction de FADN plasmidique est faite selon le
protocole décrit dans Maniatis et coll. 2 qui dérive de la méthode de lyse alcaline
décrite par Birnboim et Doly . Pour I'analyse rapide des plasmides, des lysats
bactériens sont préparés selon la méthode de Holmes et Quigley * et sont analysés
par électrophorése sur gels a’agarose sans purification préalable. Apris énalyse par
les endonucléases de re;striction, les plasmides recombinants présentant la structure
désirée sont préparés a plus grandt;. échelle selon le protocole de lyse alcaline 2 2
partir de cuitures de 0,5 a 1 litre et purifiés par une centrifugation isopycnique en
chlorure de césium. ’

Les transformations de K. lactis avec de PADN étranger ainsi que les
purifications d’ ADN plasmidiques de K. lactis sont décrites dans le texte.

Exemple 1: CLONAGE D’UNE CASSETTE CONTENANT LE GENE STRUC-
TURAL DE LA prépro-SAH '

E.1.1 Isolement d’un clone ’ADN complémentaire (ADNc) codant pour la SAH

La construction de plasmides recombinants permettant I'expression

dela SAH dans E. coli a ét€ déctite en détails dans la précédente demande de brevet

EP 0198745 . En résumé, ’ADNCc a été obtenu 2 partir  ARNm poly-A isolés de
foie humain selon la technique au thiocyanate de guanidium. L'analyse de la
séquence d’ADN a permis 'isolement de trois clones (pT1B11, pAA38 et p6D8
figure 1) qui contenaient des fragments chevauchant du géne structural de Palbu-
mine et présentaient des sites de restriction communs dans les régions chevauchan-
tes. Ces sites ont été utilisés dans la reconstruction d’un clone ADNc de la SAH

(figure 1) qui est complet sauf pour sa séquence "pré-pro”.
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‘E12 Synth&ee dela séqnence signal dela SAH

~ Dansle plasxmdc pXL276 (figure 2) dont la construction est décrite
en détaﬂ dans la demande de-brevet EP 0198745, la séquence codante de la SAH
mamrc a été fusionnée en phase au codon ATG du site de fixation des ribosomes

: (RBS) du géne (314 du bactériophage lambda. Ceci a généré un site Ndel immédia-
tement en amont du codon de démarrage de la traduction du gene de la SAH.
‘ 'pXL276 est_utilisé pour reconstituer la région "pré-pro” de la SAH, laquelle se
- trouvmt &tre tronquée dans ’ADNc Juste en amont du site Taql au niveau de Pacide
- aminé -1’ La rcconsntunon est effectuée en msérant un fragment ’ ADN corres-
- pondant ala sequence signal dela SAH sous forme de quatre ohgodéoxyxmcléondes
‘ Adc33-36 basw de long (Sg32, Sq34 S35 et $q38 ; figure 2) et un fragment EcoRI-

qul de 120pb provcnant de pXL276 portant des signaux d’expression de gtnes d'E.

_solientreles sitesEcoRTet Accl duplasmide pUCS. Lesite Tagl estainsi reconstitué
_ aruneda extrémités de P'insertion dans ce plasmide appelé pX1.290 (figure 2). Le
_petit ﬁ'agmcnt HdeII-Tan portant le RBS et la séquence prépro en amont du site
 “Taglest ligaturé avec le fragment Taq[-Pstl du clone ' ADN de la SAH (plasmide
' plBli,_c;)ntenant Pextrémité 5 de la SAH) entre les sites HindIlI et PstI de pUCS

- pourdonner le plasmide pX1.299 (figure 3). Le plasmide pX1.322 est construit 2n . .

20

25

: ,:'ligatx'namlc fragment HindIII-Pvull de pX1.299, portarit le RBS (site de fixationde

ribosoine) et la séquence prépro -SAH jusqu’an site Pvull, avec le fragment Pvull-

" EcoRI de pX1.276, portant le réplicon et 'extrémité 3" de la séquence codante dela
_ SAH, etavecle fragment EcoRI-HindIll de pX1.276 contenant le promoteur (figure

4).

_ El.3 Création d*un site HindITlI en amont du codon de démarrage dela traduction

dehSAH.

_ Dans le but d obtenir une cassette prépro— SAH pouvant &tre facile-
ment intégrée dans des vecteurs d’expression, le site Ndel du plasmide pX1322,

‘décri_t‘ ci-dessus, est changé en un site HindIIl par mutagéndse dirigée par oligo-
_-déoxymncléotides. A cetie fin, le fragment HindII-Bglll de pX1.322 contenant

v
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Pextrémité 5’ du géne de la prépro-SAH est sous-cloné dans M13mp18 et mutageé-
nisé par hybridation de I'oligodéoxynucléotide synthétique 5’-ATCTAAGGAAA
TACAAGCTTATGAAGTGGGT-3' 2 la matrice simple brin (les séquences souli-
gnées et en caractére gras représentent respectivement le site HindITI et le site de
démarrage de la traduction). On obtient ainsi le plasmide pX1.855 (figure 5) dont la
séquence nucléotidique de la région mutagénisée est ensuite vérifiée. La séquence
codantpour la SAH compléte est reconstituée eninsérantle fragment HinciIlI-PvulI
du phage mutagénisé et le fragment Pvull-HindIII, contenant Pextrémité 3’ du géne
structural de la SAH, dans le site HindIIl de pUC8 pour donner le plasmide pXL869
(figare 6). Ce plasmide contient donc un fragment HindIII de 1,87 kb contenant le
géne structural dela prépro-SAH complet ainsi qu'une région de 61 pb non-traduite
a son extrémité 3°. La séquence compléte du fragment HindIII am51 quela séquencé
en acides aminés de la SAH recombinante sont décrites sur la figure 7. Une cassette
HindII contenant le géne structural de Met-SAH sans son ngnal de sécrétion est
construiteen suivant le méme protocole sauf quun dérivé M13 duplasmide pX1.276
estmutagénisé aFaide de l;oﬁgodéoxynucléoﬁde synthétique S-ATCTAAGGAAA
TACAAGCTTATGGATGCACACAAG-. La reconstitution de la séquence co-
dant pour la Met-SAH compléte dans pUCS donne le plasmide pXL868 obtenu de
fagon similaire au plasmide pX1.869.

Exemple 2 : CONSTRUCTION DE VECTEURS DE CLONAGE POUR LA LE-
VURE

E.2.1 Isolement et purification du plasmide pKD1

Le plasmide pKD1 peut étre purifi€ 2 partir d'une culture en fin de
phase exponentielle de croissance de la souche de K. drosophilarum UCD 51-130
(collection U.C.D., Université de Californie, Davies, CA 95616) selon le protocole
suivant qui dérive de celui décrit par Fleer et coll.”. Une culture de 1 litre dans le
milieu YPD (extrait de levure 1 %, Bacto-peptone (Difco) 2 %, glucose 2 %) est
centrifugée, lavée et resuspendue dans une solution de sorbitol 1,2 M, et les cellules
sont converties ensphéroplastes enprésence de zymolyase (300pg/ml), 'EDTA 25
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' mM. de phosphate 50 mM etde P-mermpto ethanol (1 pg/ml) Apr?s lavage dans
" une sohmon de sorbitol 1,2 M, lessphéroplastes correspondant 2250mldelaculture

de départ par tube) sont resuspendus dans 2,5 ml de sorbitol 12M et on ajoute le
méme vohime de tampon Tris-HCI 25 mM, glucose 50 mM, EDTA 10 mM, pH 8,0.

- Lm &aps suivantes correspondent au protocole de lyse alcaline déja décrit®, al'ex-

ceptionde laprécipitaﬁoh dusurnageanten acétate de potassium qui est faite 323°C

' pendant 15 minutés en ajoutant 14 ml disopropanol. Le matériel obtenu est traité

" alaRNase (S0p/ml) & 37°Cpendant 20 minutes puis avecla protéinase K (150pg/ -
: ~ml) dans une solution de NaQl 0,5 M, sarkosyl 0,5 % et ’EDTA 25 mM pendant 1

10

15

'Beurc_' A 60"C. Aprés centrifugation en irxicrocenu-ifugeuse Eppendorf, les surna-

 geants sont précipités  Péthanol pendant 10 mimutes 2 -70°C, puis les culots sont
. dissous et PADN est purifié pax centrifugation isopycnique en gradient de CsCl en

présence de bromure &'éthidium.
E232. Construction du plasmide pCXJL

‘ L’intermédiaire de construction pUC-URA3 (figure 8) consiste enun
fmgmcmmndIH de 1,1kb contenantle gene URA3 dela levure §. mmmséré

' _ dans le sw: nnique Narl du plasnnde pUC19 %, 1Le fragmcnt HdeII dérive du

20

28

plm:dc PG63 ¥ quia été dxgéré par HindIlI puis traité par le fragment de Klenow
del ADN po!ymérasc 1 d’E. coli pour générer des extrémités franches. Le fragment
de L1kb contenam le géne URA3 est purifié puis inséré dans le plasmide pUC19
Ini-méme coupé par Narl et traité par le fragment de Klenow de PADN polymérase '

18E mli. Le plasmidc PUC-URAS contient donc : une origine de réplication pour
“la mmntcnancc du plasmde dans E. ¢coli, le marqueur de résistance 2 'ampicilline
’ pour les n'ansformanons dansE. coli, 1e géne lacZ contenantun poly-sxte de clonage

(EwRI.SacI, Kpnl, BamHI, Xbal, Sall, Sphl, HindIIf comme sites uniques) et le
géncHBA& de S. cerevisiae servant de marqueur de sélection dansles mutantsuraA

de K Jactis

_ Le plasmide pCXJ1 (figure 9) contient la séquence complete du
plesmide pKD1 insérée dansle site unique Aatll de pUC-URAS3. Cetie construction
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a €té obtenue en linéarisant pKD1 au site EcoRI puis en traitant ce plasmide par

le fragment de Klenow de PADN polymérase I d'E. coli. Ce fragment d’ADN est
ligaturé avec pUC-URAS3 précédemment coupé par Aaﬁl et traité 3 la T4 DNA
polymérase.La ligamré de ces deux fragments permet la reconstitution de sites de
restriction EcoRI. Linsertion de PADN de pUC-URAS3 au site EcoRI du plasmide
pKD1 n’inactive aucun géne nécessaire pour maintenir la stabilité et le nombre de
copies du piasmide (le site EcoRI étant situé 2 205 nucléotides (nt) en amont du
codon ATG du géne B *). Par conséquent, le plasmide pCXJ1 qui transforme les
cellulesdeX.lactis uraA_cir®  haute fréquehce, est amplifi€ 3 environ 70-100copies '
par cellule et est maintenu de fagon stable méme en I'absence de pression de
Sélection. Gréce 2 Porigine de réplication apportée par pUC-URAS3, le plasmide
pCXJ1 peut également se répliquer dans E, coli ce qui facilite les étapes de
constructionet de purification de plasmides. Les sitesuniques de pCXJ 1sontlessites
HindIII et Sall du polysite de clonage de ijC19. -

E.2.3 Construction d’une fusion entre le promoteur pk1 de K. lactis et le géne dela o
¥-aminoglycoside phosphotransférase de Tn903

L’uﬁlisation de pCXJ1 en tant que vecteur pour la transformation de
K lactis et d’autres especes de Kluyveromyces reste limitée aux souches portant ia
mutation uraA chromosomique en tant que marqueur d’auxotrophie. Afin de
pouvoir transformer des souches sauvages industrielles de Kluyveromyces nous
_avoﬁs choisi le géne de 1a 3'-aminoglycoside phosphotransférase (aph [3']-I) du
transposon bactérien Tn903 comme marqueur dominant de résistance aux antibio-
tiques que nous avons inséré dans pCXJ1. Le gene de I'aph confére la résistance 3
la kanamycine chez E. coli et rend les souches sauvages de levure résistantes 2
Pantibiotique G418 (généticine), lequel est un inhibiteur pufssam de la croissance
cellulaire®®. Pour permettre une expression suffisammentforte du g¢ne de I'aph pour
avoir un marqueur de sélection dans les transformations de K. lactis, les signaux de
transcription bactériens d;x géne aph sont remplacés_par le promoteur pk1 isolé 2
partirdu plasmide «killer» pGkl-1ouk1de K. Jactis. La construction de 1a fusion pk1-
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aph est effectuée en plusicurs étapes (figures 10 2 12). Tout d’abord un fragment

" Scal-Pstl de 1,5 kb du plasmide k1 est sous-cloné entre les sites uniques Scal et Pst

S

20

T2

: ‘ de pBR322, le plasmide recombinant sensible 2 Pampicilline et résistant 2 la tétra-

cycline est -appelé pk1-PS1535-6 (figure 10). Le fragment sous-cloné de 1,5 kb
pmem dPuné extrémité du plasmide «killer» linéaire et contient la moitié 5' de Ia
premidre phése de lecture ouverte (ORF1) portée par le plasmide k1 et environ 220
pairesc dcbasw en amont*, Commele site Scal est situé seulement 22 paires de bases

. | de I'cxtréxmté gauche de k1 (figure 10), le fragment S@I-Pstl purifié A partir de-gel

_ d’agarose eonncm vraxscmblablemcnt la région promoteur entire de ORF1. La

d:gesnon de pk1-PS 1535-6 avec Ddel donne un fragmént de 266 pbcontenant 17 pb

‘ provcnant de pBR322 2 une de ses extrémités (proche de Scal) et les 11 premiers
. eodqns de ORF1 aP'autre extrémité. Aprés un traitement par le fragmentde Klenow

de PADN polymérase I TE. coli, le fragment purifié est inséré dans le site Xhol

. ' . unique dn_:plasnide pUC-kan1 (figure 11). Ce dernier plasmide a ét€ obtemu en
15 -

inséxam un fragment EcoRI de 1,25 kb contenant le géne aph provenant de Tnmﬁ

(Kanamyan Rwstance Gene Block ™, Pharmacxa) dans le site unique EcoRI de

pUCl9 Lc plasmide pUC-kan202 est obtenu en effectuant une digestion de pUC-

_kanl pathoI suivie d'une dxgesnonbréve parla mcléase S1rendantles extrémités

ﬁ-anchﬁpms d’une hgatme avecle fragment Ddelde pkl-P81535-6 rendu francavec

le fragment de Klenow de’ADN polymérasc 1d' E. coli (figure 11). Cette construc-
. tion permet obtenir une fusion en phase entre les 11 premiers acides aminés du

géne ORF1 du plasmide lingaire k1 et de Pextrémité tronquée en S’ du géne aphde

.Tn03. En fait, 1a jonction entre ORF1 et aph restore le douzidme codon de aph
".(AGG) de sorté que cc sont les onze premiers acides aminés de aph_qui sont
- remplacés par les onze premiers. acides aminés de ORF1 de k1. La séquence

qomplétc du promoteur pk1 utilisé pour la fusion pk1-’aph ensemble avecle début

_ @géné‘mcnnalwdamwmlaaphestindiquéc sur la figure 12.

' E24 Constroction du plasmide pRan707

~ Le plasmide pKan707 (figure 13) est un dérivé du plasmide pCXJ1
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décrit ci-dessus. Il est construit en coupant pCXJ1 par HindIII puis en traitant par

le fragment de Klenow de PADN polymérase I E. goli, Le plasmide linéarisé 2
extrémités franches est ensuite ligaturé avec un fragment Scal-HincII de 1,2 kb
prox}enant du plasmide pUC-Kan202 portant la fusion pk1-’aph_(figure 13). La
digestion de pUC-Kan202 par Scal et Hincll donne une cassette de résistance a1a
kanaxﬁycine 2 extrémités franches ne contenant plus le promoteur bactérien d’ori-
gine.Le plésmide obtenu, pKan707, confére larésistance A de trés haﬁts niveauxde
G418 (> 2,5 g/1) dans les souches de K. lactis. Comme dans le cas de pCXJ1,le
plasmide pKan707 peut étre transformé dansles souches de K., lactis cir°a haute fré-
quence, amplifié 3 70-100 copies par cellule et maintenu de fagon stable enl’absence
de pression de sélection (figure 14). Sa grande stabilité conjuguée avecla présénce
d'un nia.rqueﬁr dominant efficace I'Sermettant 1a transformation de souches indus-
trielles de Kluyveromyces font de pKan707 un vecteur de clonage trés performant
pour les levures du genre Kluyveromyces,

Exemple 3 : CONSTRUCTION DE VECTEURS D’EXPRESSION CONTENANT
DES CASSETTES D’EXPRESSION ET/OU DE SECRETIONDE L’
ALBUMINE DANS LA LEVURE

E.J3.1. Construction de cassettes d’expression de la Met-SAH et de la prépro-SAH
sous contrdle du promoteur PGK de 8. cerevisiae,

Le plasmide pYG12 (figure 15) contient un fragment de restriction |

all-BamHI d’une taille de 1,8 kb constitué des régions promotrices et terminatrices
du gene PGK de S, gmm_ag Ce fragment provient d’'un fragment génomique
HindIII délété d’un fragment de 1,2 kb correspondant au géne structural et compre-
nant une région comprise entre 'ATG d’initiation de la traduction et le site Bglll
localisé 30 codons en amont du codon TAA spécifiantla fin de traduction 2. Les sites
HindIll encadrant le fragment de 1,8 kb ainsi obtenus sont ensuite détruits et
remplacés par un site Sall et un site BamH],'respectiVement en amont de la région
promotrice et en aval du terminateur PGK de transcription. Un site Hiqdm est

introduit 2 1a jonction entre régions promotrices et terminatrices ; le site étant
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A . umque, i pcrmet d’introduire facilement des génes hétérologues. La séquence nu-

cléondxque de cette région est mdxquéc sur la figure 15. Le fragment Hind IIT de 1,8

o kbprovcnam du plasmide pXL 868 (voir E.1.3) et codant pourle g2ne de laMet-SAH

‘est cnsmite introchuit dans le site HindITl du plasmide pYG12 pour donner le

. plasmxde recombmant pYGlO. De facon analogue, le plasmide pYG11 (figure 15)

est gépéré par insertion dans le plasmxde pYG12 d’un fragment HindIII provenant

' du plasmide pXL869 (vair E.1.3) et codant pour la prépro-SAH. En conséquence,

deux cassettes d'expression Sall-BamHI d'une tailie d’environ 3,6 kb sont ainsi cons-

" truites, (:ombrenamla promotenr du géne PGK de S, cerevisae (Ppgy), suividu géne

10

L1

T2

. 25

codant son pour 1a Met-SAH soit pour la prépro-SAH et enfin la région correspon-
dant au terminateur de transcription du géne PGK (Tpgy), région incluant le site de
polyadénylation du ARNm.

E.J3.2 Construction des plasmides d’expression pYG19 et pYG23.

Dans le but d'introduire les cassettes d’expressions détaillées ci-

| ' dessus, daosle vecteur pKan707 réplicatif chez Kluyveromyces, les fragments Sall-

BamHIl de 3,6 kb et provenant desplasmidespYG10et pYG11sont dansun premier

" temps sous-clonés dans les sites correspondants du plasmide pIC-20 %, pour donner

ainsi les constructions plasmidiques pYG18 (prépro-SAH) (figure 16) et pYG22

" (Met-SAH). Ces constructions intermédiaires permettent de disposer des cassettes

Fexpression Ppy /Met-SAH/ Ty €t Pyoy /prépro-SAH/ T, ;; sous forme de frag-

* ments de restriction Sall-Sacl directement insérables dans les sites correspondants
" de pKan707 (gure 17). La digestion de ce dernier par les enzymes Sall et Sacl

conduit A la suppression du marqueur URA 3 ainsi que d’un fragment de 35 pb situé
.e-n ax;loﬁx du géne Bde pKD1. Les constmcﬁdm ainsi obtenues appelées pYG19

répro-SAH)et PYG23 (Met-SAH) (figure 18) comprcxmcnt les cassettesd’expres-
sion Pm/HSA/T Pox 1a séquence quasiment compléte du plasmide pKD1 de K.
mm‘hnm, les séqucm permettant la rephcanon autonome chez E. colj, ainsi

: 'A que l&sgémcodampmula}laaamase etla 3-aminoglycoside phosphotransférase
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(souscontrdle du promoteurpk1), permettant respectivement de sélectionner E, coli

en présence d’ampicilline et K. Jactis en présenée de G418.

Exemple 4: TRANSFORMATION DE LA SOUCHE MW98-8C DE K. ]actis PAR
LES PLASMIDES EXPRIMANT LA Met-SAH ET LA prépro-SAH

E.4.1 Protocole de transformation

Les plasmides pYG19 et pYG23 sont utilisés pour transformer a
souche MW98-8C (alpha uraA argA lysA, K* pKD1°) de K, lactis “. Un échantillon
de cette souche a été déposé au Centraalbureau voor Schimmelkulturen (CBS) 2
Baarn aux Pays Bas selon les dispositions du traité de Budapest ol il a été enregistré
le / /  sousle numéro CBS 88. La transformation s’effectue soit par
latechnique de formation de sphéroplastes initialement décrite par Hinnen et colL% |
et adaptée en conséquence, soit en traitant les cellules entieres par I'acétate de
lithium, ce qui favorise l'incorporation ADN en présence de polyethyléne gly;:ol
(PEG) “%. Les modifications concernant la formation de sphéroplastes sont déja
décrites . Lorsque la méthode faisant intervenir Pacétate de lithium est uuhsée, la
croissance des cellules se fait & 28°C dans 50 ml de milieu YPD, avec agitaﬁon et
jusqu’2 une densité optique 2 600 nm (OD ) comprise entre 0,6 et O:8. Les cellules
sont récoltées par centrifugation a faible vitesse, lavées dans une solutioﬂ stérile de
TE (10mM Tris Hd pH74,1 mMEDTA), resuspendues dans 3-4 m! d’'une solution
d’acétat.c delithium (0,1 M dans du TE) pour donner une densité cellulaire d’environ
2 x 10° ¢/ml, puis incubées 2 30°C pendant 1 heure sous agitation modérée.

Des parties aliquotes de 0,1 ml de la suspension résultante de cellules
compétentes sont incubées 2 30°C pendant 1 heux;e en présence ’ADN et 3 une
concentration finale de 35 % de PEG4000. Ap.2s un choc thermique de 5 minutes
2 42°C, les cellules sont lavées 2 fois par de P'eau stérile, resuspendues dans 0,2 ml
d’eau stérile et transférées dans des tubes de 10 ml. Une solution d'YPD contenant
0,7 % d’agar et maintenue en surfusion 3 46°C (Sml) est ensuite ajoutée et immédia-

tement coulée sur boites YPD. Apras modification, une surcouche additionnelle de
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-‘ 5 ml de ‘top-agar" est ajoutéc etlesboites sont incubées 2 28°C. Apres 18224 heures

T d’mmbanon, 0,16 ml d'une solution de G418 (Geneticin 50 mg/ml, GIBCO, Grand

10

A!sland. N.Y.) est étalée sur les boites et des transformants sont comptés aprés 4-5

jours d'incubation additionnelie & 28°C.
L'étalement direct des cellules sur boltes YPD + G418 (c’est-2-dire

. saps utiliser une surcouche additionnelle de top-agar) résulte en I'apparition de

clones de taille plus importante pour les cellules transformées de-K. lactis. Cepen-
dant, une concentration plus basse de G 418 (50 pg/ml) est alors nécessaire pour

_ observer des éolonies, ce qui entraine la sélection de mutants partiellement résis-
" tants au G418 et provenant de cellules non transformées. De plus, Pefficacité de
A m;ﬁfbmaﬁon est au minimum 10fois plus faible que I'efficacité observée aprés ex-

" . pression phénotypique pendant 18 2 24 heures.

- X5

. EA2 Stabilité mitotique des plasmides d’expression de la SAH

Lastabilité mitbtique des plasmides pYG19 et pYG23 est mesurée au

cours du tcmps apras croxssancc en milieu non sélectif ; elle est déterminée comme

A ‘étant le rapport entre les pourcentages finaux et initiaux de cellules croissant sur
bolePD contenant 250 pg/ml de G418. Comme l'indique la figure 19, lw denx
plasmxdcs sont remarquablemcm stables malgré I'expression & haut niveau d’un

' g&n; hgtémlogue : 40 & 45 % des cellules ont maintenu ces plasmides aprés 40

générations cellulaires en milieu non sélectif.
EA3 Niveaux dexpression et d'excrétion de Palbumine

Les niveaux d’expression et d’excrétion des cellules de K. lactis
MW98-8C contenant les plasmxdu PYG19 (prépro-SAH) et pYG23 (Met-SAH)

. somt déterminés en foncnon du temps aprés croissance 2 28°C en milieu YPD et sous

agnanqn constante. Lw surnageants de culture sont obtenus par deux centrifuga-

tions consécutives (5 mimutes 4 4000 puis 10 minutes 3 12000 tours/mimute) pour .

 Sliminer toute contamination éventuelle par des cellules. Un échantillon du second
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surnageant (0,5 ml) est chauffé 2 95°C pendant 15 minutes puis mélangé dunvolume

égal de tampon d’applicaﬁon contenant 0,125 M Tris HCl, 20 % glycero}, 10 % 2- .
mercaptoéthanol (B-ME), 4,6 % sodium dodecyl sulfate (SDS) et 0,4 % bleu de
bromophénol. Quand une concentration des protéines présentes dans le surnageant
est souhaitée, 0,4 ml d’une solution & 100% p/v d’acide trichloracétique (TCA) est
ajoutée 3 8 ml de surnageant et les protéines sont précipitées sur giace pendant 1
heure. Le matériel précipité est récupéré par cen.trifugation-(ZO minutes, 15 000
tours/minute) puis resolubilisé par chauffage 2 95°C pendant 15 minutes dans 0,5 ml
'de tampon d’application contenant 63 mM Tris HCl, 10 % glycerol, § % B-ME, 2,3
% SDS et 0,2 % bleu de bromophénol.

'Lexpressionintracellulaire d'albumine estdétectée a partir d'extraits
cellulaires préparés comme suit : 0,25 ml équivalent d’un culot cellulaire (lgvé une
fois en tampon salin) est resuspendu dans le méme volume de tampon de lyse
maintenu sur glace et contenant 67 mM de phosphate apH 7, 5 mM B-ME, 1 mM
phénylméthylsulfonyl fluoride (PMSF), 2 uM de leupeptine, et 2 nM de pepstatine B
A(Sigma). Aprés additionde 0,5mldebillesde ﬁrwﬁum (diamétre 0,45 mm), stoc-
kés en tampon phosphate (67 mM, pH 7) 3 4°G, les cellules sont cassées par 7
périodes de 30 secondes avec un broyeur de cellules (Biospec Mini Bead-Beater,
Biospec Products) entrecoupées par des périodes de refroidissement de 2 minutes
sur glace. L'efficacité de broyage des cellules est supérieure 2 90 % si on en juge par
comptage des cellules sous microscope A contraste de phase. La fraction liquide
dépourvue de billes de zirconinm est transférée dans un tube Eppendorf et les billes
sont lavées 3 fois avec 0,2 ml de tampon de lyse, puis rassemblées dans le méme tube -
Eppendorf. Par centrifugation du tube pendant 15 minutes 44°Ca 12000 g, on définit
ainsi une fraction des protéines solubles (surnageant) et une fraction de protéines
insolubles (culot). Ces deux fractions sont individualisées et reprises dans le méme
volume final d’une solution de tampon d’application aprés dilution. Ces échantillons

sont chauffés pendant 15 minutes 2#95°C, et appliqués surun gel de polyacrylamide-
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_ SDSA8,5 % précédé d'un gel de concentration 5 % ¥, puis soumis A unc intensité
. dc25 mA jusqu'a ce que le bleu de bromophénol atteigne le bas du gel.

La figure 20 montre le résultat d’une expérience typique qui permet

-+ d'évaluer l’éxpressi,on et Pexcrétion d'albumine obtenue avec la souche de K lactis

MW 98-8C pansforméc avec les plasmides pYG19 (prépro-SAH), pYG23 (Met-

-SAH), et pYG 25 (vecteur dépourva de cassette d’expression), aprés croissance dans
' $0 m! de milieu YPD sans G418 228°C pendant 68 heures. Chaque échantillon cor-

o xwpond 2100 pf de culture originale et permet de comparer les fractions solubles,

10 -

15

20

les fractions insolubles, et le surnageant de culture, aprés migration en gel de poly-
auylaxmdc 48.5 % et coloration au bleu de coomassie. Une bande protéique qui co-
miérc avec de l’albuminc humame commerciale (Sigma) servant de référence de
poids moléculaire est détectable dans les échantillons provenant des cellules trans-

" formées avec les plasmdes pYG19on pYGB mals pas avec les cellules contenant
. levecteur pYGZS qui ne contient pas le g¢ne de la SAH. On remarquera que, alors

qﬁe la gnési—tbtalité de I'albumine exprimée a partir de pYGl§ (prépro-SAH) est
exportée ‘dans le surnageant de culture, toute I'albumine produite 2 partir du
plasmndc pYG23 (Met-SAH) est présente dans la fraction des protéines cytoplasmi-

' qﬁes_ non solubles. De plus, les résultats de la figure 20 indiquent que Palbumine

e.xu’étéepar les cellules conteriant le plasmide pYG19 est la seule protéine
em'acellu]airc présente en quantitéssignificatives. Dans le surnageant d’'une culture

“de MW98-8C transformée avec le plasmide pYG19, la concentration d’afbumine
peut ancmdre 12 mg SAH/g bnomasse

EA4 - Détection immmlogiqne de Palbumine j:mduite par K. lactis
. L’xdenmé des protém qui co-migrent avec Palbumine extraite du
plasma humain peut Biré testé par immuno-détection. A ce but, un gel de polyacry- -

' lamide est transféré sur filtre de nitrocellulose (Schleicher et Schuell, 0,45 m) en
_ . utilisant un appareil de transfert semi-sec (Biométra) dans un tampon de transfert

wn@éntZSmMTHshase,ﬁOmMglydngeth%méthanoletempsdenansfert
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est de 30 minutes en utilisant un courant d’environ 0,85 mA/cm? de surface de gel.
Aprés transfert, le filtre est incubé trois fois 5 min.utes avec 50 ml de tampon A (5%
poudre de lait écrémé, 0,2 % Tween 20 en tampon PBS [137 mM NaCl, 2,7 mM KQ,
4,3 mM Na,HPO,]), suivi d'une incubation de 30 minutes dans 40 ml de tampon A
contenant des anticorps polyclonaux de lapin dirigés contre la SAH et dilués au 1/
1000. Aprés 3 ringages dufiltre I.;ar du tampon A, un anticorps secondaire biotinylé

reconnaissant les anticorps de lapin (Vectastain ABC - Immuno Peroxidase Kit,

" Vector Laboratories), est ajouté A raison d'une goutte pour 50 ml de tampon A.

Aprésincubation du filtre pendant 30 minutes, le filtre estrincé 3 fois pardu tampon

B (0,2 %0 Tween 20 dans PBS) puis incubé en présence d’un complexe avidine DH/
péroxidase H biotinylée. Le compleie avidine/ péroxidase 5iotinylée est préparé
extemporanément en diluant 1 goutte de chacun des réactifs A et BdukitdansSml
de tampon B, aprés incubation 8 23°C pendant 30 minutes. Le filtre est incubé dans
une dilinion au 1/10 du complexe dans du tampon B (50 ml au total) pendant 30
minutes. Le filtre est rincé de nouveau par du tampon B pendant 3 périodes de S
minutes et mis 3 développer pendant 2-3 minutes dans une solution de 10ml 2 0,02%
H,0, et 10 ml d’une solution contenant 1 mg/mi de diaminobc;,nzidine et 0,4 mg/
NiCl, en0,1 M Tris HCIpH7,4. Le résultat de cette expérience (Sgure 21) démontre
que K, lactis MW98-8C exprime (pYG23) et excrete (pYG19) une protéine recon-
nue par des anticorps polyclonaux anti-SAH. Ce matériel antigénique est spécifique-
ment associé 2 la présence d’une cassette d’expression de I'albumine ; il n’est pas
détecté dans des extraits cellulaires ou des surnageants de culture des levures

transformées avec le vecteur sans cassette d’expression.

E4.5 Cinétique d’excrétion de la SAH

Comme le montre 1a figure 22A (chaque échantillon correspondant
al'équivalentde 160;1] desurnageant de culture),lasécrétionde I'albumine humaine

se fait avec une cinétique relativement lente en erlenmeyer. Les niveaux maximums
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d’excrétion semblent avoir lieu aprés 70 2 100 heures d'incubation d’une culture

inoculée initialement & 10° cellules/mi (Fig 22B, échantillons déposés correspon-

dant 3 l’équwalent de 25plde surnageant de culture) Aucune augmcntanon, ni di-

. » mumuon, s:gmﬁwuve n'est détectable entre 100 et 240 heures de cu]ture, démon-

--10

-15

20

tram une rcmarquablc stabilné de la SAH dans ces conditions de culture et de

tcmpérature Puisqu’il n’y apas d'accumulation de matériel protéolysé durant cette

. pénodc. i Ppeut &tre conclu qu’ aucune protéase extracellulaire n’est présente qui
: pourmit dégrader l’a]bumxne excrétée.

. Une rcpr&cmanon graphique de la- cinétique dexcrétion (A), de

_méme que la courbe de croissance de la souche MW98-8C transformée avec le
A plns:mde pYG 19 (B)estmontrée enfigure 23 ; cesrésultats montrent que 'excrétion
" de I'albumme humaine continue aprés que les cellules ont atteint 1a phase station-

" nairede cmlssance. Cette observation est en accord avec des observations antérieu-

mcomemam dautres systémes d'expression chez la levure ®.

. Exemple 5 : PURIF]CATION DE LA SAH SECRETEE DANS LE MILIEU DE

CULTURE

Dans une expérience typique de purification, la souche MW988C .
tnmformée avecle plasmidc pYG19est cultivée en milieu YPD pendant 72 heures |

.dans lacondmons standards déja décrites. Un surnageant de culture (0,5 litre) est
'débarmsé de toute contamination cellulaire par centrifugation et incubé & 4°C

: pendant 15nnnnt5 enprésence de 60 % d’éthanol (V/V). Le précipité estrécupéré

s

cenmﬁuganon, rcdxssous dans 10 ml d'une solution 50 mM Tris HCl pH 8,0, puis

‘chargé sur une colonne de bleu Trisacryl. L’albumine humaine est £luée de cette co-

lonne pmune solution de NaCl 3M. Aprés dialyse des fractions contenant la SAH

contre 50 M Tris, celles~ci sont purifiées sur colonne MONO Q (Pharmacia), et

Elnéesd nne concentration de NaCl 0,25 M. Dans une derniere étape une chroma-

- tographie Superose 12 (Pharmacia) permet Cobtenir de la SAH pure 2 plus de 99%
(¢ aprisles résultats délectrophorése PAGE-SDS et coloration du gel aux sels
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d’argené.
Exemple 6 : CARACTERISATION DE L’ALBUMINE SECRETEE ET PURIFIEE

L’absence d’'un test permettant de mesurer jn vitrg les propriétés bio-
logiques de I'albumine ne simplifie pasla procédure permettant de juger de la qualité
de P'albumine recornbinante. Pour cette raison, aprés purification, ’albumine excré-
tée par K. lactis est donc caractérisée par plusieurs tests physico-chimiques et immu-
nologiques. Ces tests démontrent que I’albumine recombinante est sécrétée par K.,
lactis sous forme mature et dans sa configuration native : elle est indistinguable de

Ia sérum albumine humaine extraite du plasma pour tous les critéres.

E.6.1 PAGE SDS: Coloration au bleu de coomassie et aux sels d’argent

D’électrophorése est effectuée en gel de polyacrylamide (7,5 %) dé-
natur@t (figure 24 C) comme décrit précédemment, ou grice A l'utilisation d’un
"Phast gel” (Pharmacia, Figure 24 A). Différentes quantités d’albumine recombi-
nante ont été comparées 3 une préparation commierciale de I'albumine standard
(Sigma) extraite de plasma humain. La coloration du gel an bleu de co;Jm'assie
(Figure 24 C), ou aux sels d’argent (Figure 24 A ), montre.l’homogénéiié totale des

échantillons d’albumine de levure.

E.62 Isoélectrofocalisation

Des focalisations isoélectriques sont effectuées entre pH 4,5 et 6,0
(Phast gel, Pharmacia, figure 24 B), et pH 4,0 et 7,0 (Immobiline, LKB). Le point
isoélectrique de Ié SAH recombinante est identique 2 celui de 1a SAH humaine
référence (plI = 4,8).

E.63 PAGE en conditions non dénaturantes : révélation immunologique

L'électraphorése de 1a SAH recombinante dans un gel de polyacryla-

mide (10 %) non dénaturant, suivi d’un transfert sur filtre de nitrocellulose et
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- révélanon xmmunologxque dans les conditions décrites ensection E.4.4 révélem une

co-migration avec Palbumine standard extraite du plasma humain. Ceci suggére trés

- fortement que la maturation correcte de la prépro-SAH recombinante a lieu lors du

prowssus de sécrétion inﬁérent aux cellnles de K. lactis. Aucune contamination avec

" delaSAH non maturée n’est détectable ce qui implique que le clivage de laséquence
) signa]:vet dc la région prodela SAH s’eﬁccmc avec efficacité dans cette levure.

E.64 Chmmawgraphle d’exclusion molécnlalre

Une chromatographlc d’exclusion molécnlane esteffectuée avecune

" Superose 12 (Pharmacia). Le débit du tampon d"élution (SO mM Tris HCI pH 8,0) |
: é‘t maintenu 2 1 ml/minute. Les concentrations en albumine recombinante et en
L _ albumine référence i msue du plasma humainsont de0,4 et 1 mg/ml respectivement.

. Apr&s dépOt d‘un volume de 100 1, Pélution de 'albumine est détectée par mesure

de I'absorption 2 280 nim. Dans les deux cas le volume d’élution est identique (11,5

E.6.5 Chromatograhie d’échange d’anion

. L'albumine recombinante est éluée @une colonne Mono QHR 'S /5
(Pharmwa) une concentration de 0,31 MNaC, comme 'albumine référence issue

o duplasnahummn.laﬁgureZSmonn'el&sproﬁls chromatographiques obtenus pour

3 20

des injeciions de 100 pl de SAH recombinante (0,4 mg/ml) et de SAH plasmatiquc .
(05 mg/ml) utilisantune colonne équﬂibréc en Triss HC150mM pH 8,0 et 2 un débit

' .eonstamdelml/lmmxte..

- E6.6 Qﬁmatogrsphieenphsseinverse :

25

Le comportement de Palbumine de levure en phase inverse est

" analysé sur upe colonne Nucleosil (C4) avec les tampons A (ean 20,1 % TFA) et B
_ ‘(acétot'xitrile 24 0,1 % TFA). La figure 26 représente I'€lution, par un gradient de 20
280 %de Bdans A, de I'albumine de levure qui posséde le méme temps de rétention
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que I'albumine plasmatique.
E.6.7 Composition en acides aminés

La composition en -acides aminés de la SAH recombinante est
déterminée par chromatographie en phase inverse apres hydrolyse acide (HCI) et
dérivatisation an PITC. Les résultats obtenus par cette méthode indiquent claire-
ment une éomposiﬁon identique 2 celle de P'albumine référence issue du plasma

humain.

E.6.8 Séquence N-terminale

L'utilisation d'un appareil automatisé permettant la dégradation
d’Edman (Applied Biosystems) indique que la séquence N-terminale de la SAH
secrétée par K, Jactis est Asp-Ala-His-Lys-Ser-Glu-Val-Ala-His-Arg-Phe-Lys-Asp-
Leu-Gly. La détermination de cette séquence confirme donc les résuitats provenant
des expériences d'électrophorese en gels natifs de polyacrylamide, et démontre 1a - . )

maturation correcte et complete de 'albumine secrétée par la levure K. lactis.

E.6.9 Fluorescence du tryptophane

Avecune excitation 295 nm, I'émission de fluorescence de Punique tryp-
tophane posséde le méme maximum pour la SAH recombinante et 'albumine plas-
matique (337 nm) indiquant un environnement hydrophobe identique au niveau de

cet acide aminé (figure 27).

E.6.10 Stabilité thermique

L’albumine référence (Sigma) et 'albumine sécrétée par la levure ont
une cinétique identique de dégradation 2 75°C (figure 28) ce qui suggére que les
liaisons de stabilisation de lastructure protéique (interactions hydrophobes et ponts

disulfures) sont identiques dans les deux cas.
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‘ E.6.ll Affinités vis-a-vis de différents anticorps monoclonaux

L’antigénicité de I'albumine récombinante a &t étudiée avec différents

. anuootps monoclonam dmg&s contre 'albumine humaine. La figure 29 montre leur

xpéuﬁmé les anneorps HAI10, HA11 et HA13 correspondent & des épitopes dom

_-la consetvat_mn nécessite I'intégrité de Iensemble de la molécule. Les anticorps
HAZI ﬁAﬁ,HA4 HA3,HA8 et HA1 con'espondcmadcs épitopes localisés le long
. -dc la chaine peptidique de 'extrémité N 2 Pextrémité C terminale -

- Letest utihsé est un test dinhibition 'ELISA. Les différents anncorps

‘ Sont adso:b& sur des plaqua de polystyréne et une courbe de fixation d’albumine

; marquée aveclaphosphamsc alcaline est établie pour chaque anticorps.Les courbes

'ﬁ de saturation de chiaque anticorps ont une allure sigmoide etla quantité d"albumine
marquée _qorrespondant 250 % de fixation a ét€ choisie pour éwudier Iinhibition de
chacun dés anticorps., .

L’inhibitiona été réalisée avecl’échantillon d’albumine recombinante et
comparée 2 celle obterue avecun échantilion d’albumine plasmatique (Sigma). La

o ﬁgmwmontre queé pour les 9 anticorps testés, l'albumine recombinante est aussi

20

-

mhibmwe que Palbumine native. Etant donné Pextréme sensibilité du test, les

dlfférences obsérvées sont nnmmes.

Y

DESCR!PT!ON DES FIGURES

rcpx&entanom des plasrmdes indiqués dans les figures ne sont pas tragées &
Véchelle et sculs les sites de restriction importants pour les constructions sont

indiqots.

Figure 1: Construction du plasmide pX1276 contenant la séquence complite

_ codant pour 1a Met-SAH obtenn 2 partir de trois clones ' ADNc (voir
. texte) dérivés ARNm poly-A isolés de foie humain. :
Figure 2: Reconstitution de la séquence signal "prépro” de Palbumine 2 partir de
7 quatre ohgonudéondes synthétiques : Construction du plasmide
7 pX1290.

| F'xgure 3: Constmctxdn du plasrmde pX1299.
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Figure 4 :
Figure 5 :
Figure 6:
Figure 7:

Figure 8 :
Figure 9:
Figure 10
Figure 11
Figure 12

Figure 13

Figure 14
Figure 15
Figure 16

Figure 17
Figure 18

Figure 19

Figure 20
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Construction du plasmide pX1322.
Construction du plasmide pXL855.
Construction du plasmide pX1869.
Séquence nucléotidique et en acides aminés du fragment HindIII prove-
nant du plasmide pXL869 et contenant le géne de structure de la prépro-
SAH. Les fliéches noires indiquent la fin des régions "pré" et "pro”. ‘
Construction du plasmide pUC-URA3. ’
Construction du plasmide pCXJ1.

:Construction du plasmide pk1-PS1535-6.
:Construction du plasmide pUC-kan202.
:Séquence nucléotidique du promoteur pk1 & partir du site de restriction

Scal etincluantla jonction entre ORF1 et pk1 etlarégion S’ du g¢ne bac-’
térien codant pour I'aminoglycoside phosphotransférase provenant de
Tn903. '

:Construction du plasmide pKan707.
:Courbe de stabilité du plasmide pKan707 dans la souche MW98-8C dans

des conditions de croissance non-sélectives.

:Construction du plasmide pYG11.
:Construction du plasmide pYG18.
:Construction du plasmide pYG19.
:Représentation des plasmides pYG19 (prépro-SAH) et pYG23 (Met-

SAH). La séquence nucléotidique fournie en' dessous de chaque plas-
mide indique la jonction entre le promoteur du géne PGK etles génes
de structure des différentes formes de SAH.

:Courbes de stabilité des plasmides pYG19 et pYG23 dans la souche

MW98-8C dans des conditions de croissance non-sélectives.

:Gel de polyacrylamide-SDS 2 8,5 % a;}rés coloration au bleu de coo-

massie démontrant I'expression et 'excrétion de la SAH 2 partir de la
souche MW98-8C. Pistes 1 - 4 : albumine extrait du plasma humain
(Sigma) déposée a des concentrations croissantes ; 0,2ug, 0,6 jig, 2pg et

~ 6pgparpiste.pYG19 (prépro-SAH), pYG23 (Met-SAH) etpYG25 (vec-

Figure 21

teur) : chaque piste correspond 2 une quantité de protéine équivalent 2
100 ul de 1a culture originale (approx. 2 x 10° cellules/mt). a), fractions
solubles ; b), fractions insolubles ; ¢), surnageant de culture.

:Immunorévélation d’un gel de polyacrylamide 2 7,5 % transféré sur

nitrocellulose comme décrit dans le texte, Piste 1 - S : albumine extraite
du plasma humain (Sigma) qui a été dissous dans un milieu YPD 2 des
concentrations variées et précipité avec du TCA (5 % concentration fi-
nale) comme décrit. Les échantillons de 1a gamme SAH ont donc été
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traités de la méme fagon que les sumageants de culture. Dans les deux
cas, les dépOts de gel correspondent 2 des volumes équivalents. 1), pré-
cipitation 3 une ‘concentration de 100 mg/1;2), 50mg/1;3),25 mg/1;4),

12,5 mg/1; 5); 0,6 mg/l. pYG19 (prépro-SAH) et pYG23 (Met-SAH) :

chaque piste correspond 4 une quantité de protéines équivalent 220 nl
dela culture originale (approx. 2x 10° cellules/ml). a), surnageant de cul-
ture ; b), fractions insolubles ; ¢), fractions solubles.

F gnre 22 :Gel de polyacrylamide 2 8,5 % aprs coloration au bleu de coomassie
~démontrant la cinétique de I'cxcréuon de 1a SAH 2 partir de 1a souche
- . MW98-8C..

A, piste a-¢ : albumine extraite du plasma humain (Sigma) qui a été:
dissous dans du milieu YPD & des concentrations variées et précipitée

. avecdu TCA(S % concentration final) comme décrit (voir légende dela
_figure 21). 1), précipitation 2 une concentration de 6 mg/1;2), 12,5 mg/
.~ 133), 25 mg/1;4), S0mg/1; 5), 100 mg/L. pYG19 : excrétion de 1a SAH
& partir du plasmide pYG19 et en fonction de I'dge de la culture, 16 - 61

heures comme indiqué. Chaque échantillon eon'espond a l’éqmvalent de

} 160}11 de surnageant de culture.

B, pistesa-¢: :albumine extrait du plasma bumain (Sigma) déposée A des

e _concentrations croissantes ; 0,4 ug, 0,6 ng, 0,811, 1,0pg et 1,2 g par piste.

'PYG19: excrétion de la SAH 2 partir du plasmide pYG19 et en fonction

- _ dePage delaculture, 72- 240 heures comme indiqué. Chaque échantillon

: con'espond a 'équivalent de 25 nl de surnageant de culture. .
Fignre y< :A, représentation graphique de la cinétique d’excrétion de la SAH 2 -
. partir de 1a souche MW98-8C transformée avec le plasmide pYG19 et

cultivée en erlenmeyer comme indiqué dans le texte. Laconcentrationde

Palbumine détectée dans le milien de culture (mg/1) est représentée en
- * fonction du temps (heures). Les résultats de quatre expériences indépen-
. dantes sont représentés.
B, courbe de croissance de la souche MW98-8C transformée avec le
" plasmide pYG19.
Fxgume 24 : Techniques électrophorétiques(S = standard, L = albumine de levure).
~A- PAGE-SDS (Phast gel, Pharmacia, gradient 8-25 %) coloration aux
sels dargent. S = 1pg, L.: de 0,052 025 pg
~ B- Isoélectrofocalisation (Phast gel, pH 4,5-6,0), colorationau bleu de
" coomassie, dépbts = 1g.

C- PAGESDS (7,5 %), coloration an bleu de coomassie.
S=02-10pg,L=02525pg

Figure 25 : Chromatographie d’échange dlions = Mono Q (Pharmacia). En bas:
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SAH levure 40pg ; enhaut: SAH standard 50 ng

Figure 26 : Chromatographie en phase inverse = Nucleosil C4. 2), SAH standard ;

. b), SAH levure. '

Figure 27 : Spectrométrie d’émission de fluorescence du tryptophane. En trait plein:
SAH standard ; en pointillé : SAH levure.

Figure 28 : Stabilité thermique 2 75°C. En trait plein : SAH standard ; en pointillé:
SAH levure.

Figure 29 :Régions de I'albumine reconnues par les différents anticorps monoclo-
‘naux utilisés pour la caractérisation antigénique. )

Figure30 : Courbes d’mhibmon, vis-a-vis des neuf anncorps monoclonaux (voir

. texte) : pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration en

albumine (ug/ml) : (J, SAH standard ; I}, SAH levure.
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REVENDICATIONS

1- Procédé de préparation microbiologique de la sérum albumine humaine
(SAH) ou de I'un de ses variants caractérisé en ce que I'on cultive une levure capable
d’assurer le maintien stable d'une cassette d’expression comportant au moins un
marqueur de sélection des levures transformées, 'ADN du géne de structure de
SAH fusionné & des séquences permettant son expression danslalevure etéventuel-
lement I'excrétion de la protéine encodée par ce géne dans le milieu de la culture.

2-Procédé selon revendication 1 caractérisé en ce que la cassette d’expression
est intégrée dans le génome de la levure.

3-Procédé selonrevendication 1 caractéris€ en ce que la cassette d’expression
fait partie d’'un plasmide comportant un syst¢me de réplication fonctionnant dans ia
levure et assﬁrant le maintien stable de ladite cassette dans cette levure. .

4- Procédé selon I'une des revendicat-ions 1, 2 ou 3 caractérisé€ en ce que les
levures sont choisies dans les genres Saccharomyces et Kluvveromyces.

5- Procédé selon I'une des revendications 1, 2 ou 3 caractérisé en ce que la -
levure est choisie dans le genre EMMS-

6 - Procédé selon I'une des revendications 1, 2 ou 3 caractérisé en ce que la
levure est choisie parmi toutes les variétés de Kluyveromyces marxianus.

7 - Procédé selon 'une des revendications 1,2 ou 3 caractérisé en ce que la
levure est Kluyveromyces marxianus var.' lactis.

8-Procédé selonl'une desrevendications 3 2 7 caractérisé ence quele systéme:
de réplication fonctionnant dans la levure est tout ou partie du plasmide pKD1isolé
de Kluyveromyces marxianus var. drosophilarum ou tout ou partie du plasmide 2‘},1
isolé de Saccharomvces cerevisize ou une coml?inaison f]’éléments dérivés du

plasmide pKD1 et du plasmide 2 p.

9 - Procédé selon 'une des revendications 3, 6, 7 ou 8 caractérisé en ce quele
systéme de replication fonctionnant dans la levure est tout ou partie de la séquence
du plasmide pKD1.

10- Procédé selon 'une des revendications 3, S, 6, 7, 8 ou 9 caractérisé en ce
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o _qu'une cassette d’expression selon la revendication 1 ou un marqueur de sélection

- est inséré dans une région de 197 pb définie par les sites Sacl et Mstll de pKD1.

11 -Procédé selon 'une des revendications 12 10 caractérisé en ce que les sé-

. qucnm permcttant l’npressxon du gene de structure sont choisies parmi les

promoteurs dérivées des génes de levures du genre Saccharomyces ou Kluyveromy-
- ) m. ’ .

12- Pmcédé selon revendication 11 caractérisé en ce que ces promoteurs sont

s dénvésdes génes glycolynques de levures du genré_ Saccharomyces ou Kluyvero-
' ' ) ) .:- :' . . . N
LA

13 - Procédé selon revendication 12 caractérisé en ce que les séquences

pcmiettahi I'expression du géne de structure sont choisies panni les génes codant

- pour la phosphoglycemu: kmasc (PGK), 1a glycéra]déhyde-}phosphate deshydro-
’ génase, la lactasc, l’cnolasc ou Palcool deshydrogénase.

-15

14 Mé selon revendication 13 caractérisé en ce que les séquences

permcttant Pexpression du géne de structure proviennent du géne codant pour la

phosphoglycérau kinase.

© .20

- 15- Procédé selon I'une des revendications 1 2 14 mracténsé en ce que les
séquenm permettant l'excrénon de la protéine hétérologue sont choisies parmi

Vl'cxxcnson N-terminale natuxelle "prépro” de 'albumine et les séquences obtenues

& partir des génes de levure codam pour la phéromone alpha ou la toxine "killer”.
- 16"~ Procédé selon revendication 15 caractérisé en ce que la séquence
permettant 'excrétion de la SAH est Iextension terminale naturelle "prépro” de I'al-

. .25

17~ Prockdé sclon I'une des revendications 12 16 caractérisé en ce que les

'_sequencc's permettant la sélection des levures transformées sont choisies parmi les

g@.m apportant la résistance aux antibiotiques ou aux ions cuivre.

- 18 - Procédé selon ‘revendication 17 caractérisé en ce que la séquenec de

.' sélccﬂon est un géne apportant la résistance 2 la G418.

19 - Procédé selon revendication 18 caractérisé en ce que la séquence de
sélection est une fusion entre le promoteur k1 du plasmide linéaire de K. lactis et
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I'aminoglycoside phosphotransférase du transposon Tn9(3.

20 - Le plasmide pYG19 caractérisé en ce qu’il comporte le plasmide pKD1,
I’ADN dela prépro-SAH, les séquences d’initiation et d’arrét de 1a transcription du
géne codant pour la phosphoglycérate kinase et les séquences d'une fusion entre le
promoteur pk1 du plasmide linéaire k1 de K]mgmmms_]m etleginedela3-
aminoglycoside phosphotransférase de Tn903. .

21-Le plasmide pYG23 caractérisé en ce qu'il comporte le plasmide pKD1,
I'ADN de' la Met-SAH, les séquences d’initiation et d’arrét de 1a transcription du
géne codant pour la phosphoglycerate kinase et les séquences d’un.e fusion entre le
‘promoteur pkl du plasmide linéaire k1 de K. marxianus var. lactis et le géne de Ia
3’-aminoglycoside phosphotransférase de Tn303.

22 -Lalevure K. manxianus var. Jactis MW98-8C.

23-Lalevure K, ma_ng'énus var. lactis MW98-8C transformée par le plasmide
pYGlé.

24- Lalevure Kluyveromyces marxianus var. lactis MW98-8C transformée par
le plasmide pYG23. '

25 - La sérum albumine humaine lorsqu’elle est obtenue par le procédé selon
i’une des revendications 1 2 19. _

26 - La sérum albumine humaine lorsqu’clle_est obtenue par culture dans des
conditions appropriées de la levure selon les revendications 23 et 24.

27 - Application de 1a sérum albumine humaine selonles révendimtions 25ou
26 2 titre de médicament. |

28 - Le plasmide pKan-707.

29 - Le plasmide CXJ1.
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